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Dfe f olgenden Angaben sind dan vom Anmelder efngerefchten Uirterlagen ontnommon 

(g) Mittel zur Pravention von mykotischen Kontaminatlonen bei dar Zell- und Gewebekultur baktenellen, 
pflanzllchen, animalischen ur)d humanen Ursprungs, bestehend aus Polyen-Makrol)d-Kon]ugaten mit 
Polysacchariden 

(§) Bei der Kultfvierung von Gewebe und Zellen bakterfst- 
len, pflanzlfchen oder animalischen Ursprunge biw. 
nfiensch lichen Ursprungs mOssen oft trotz aseptischer 
Verfahrensweise praventrv Ant'mytotiica wte Amphoten- 
cln B Oder Nystatin eingesetzt werden. Dtese Verbindurv 
gen haben jedoch Nachteile wie z. B. Neberrwirkungen 
auf die Zell- und Gowebekulturen. AuBetdem welsen die- 
se Vbrfomdungen atle eine nicht ausreichende Wbsserlds* 
lichkeit auf, die nachteilig ist Es sollten deshalb neue Mit- 
tei zur Venrtfendung als Antimykotika bei derZell- bzw. Ge- 
webekultur gefunden werden, die diese Nachteile nicht 
Oder nur reduziert aufweisen. 

Die neuen Mittel zur Vten^vendung als Antimykotika bei 
den Zell- bzw. Gewebekulturen baktenellen, pflanzlichen 
, und animalischen Ursprungs sind Denvate der Polyen- 
^ Makrolid-Antimykotika Amphotericin B, Nystatin oder 
I Natamycin, die iiber eine Amidbindung mit dem Poiysac- 
charidanteil verknupft sind, wobei dessen reduzierende 
Endgruppe vor der Konjugation zur entsprechenden Car- 
bonsaure oxidiert wurde. 

Mittel zur praventiven anitrnykotischen Behandlung von 
Zell- und Gewebekulturen bakteriellen, pflanzlichen, ani- 
malischen und menschllchen Ursprungs. 
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Besdireibung 

[0001] Die vorUegeode Edindung betrifH die Veiwendung 
\oa wasseildslichea Zubereitungen von Polyen-Makiolid- 
Antimykotika in Form von KoDjugaten xnit PolysaccharideD 
8i]f Basis von StSrke oder Starkederivateo, insbesondeie 
Hydzoxyethylstfirice und Hydroxypiqpylst&iEe zur Proven- 
tioo inykodscher Kontaminadooea bd dor Zeli- und Gewe- 
bekullur auf bakteriellei; pflanzlicher, animalisdier und hu- 
manerBaas. 

[0002] IDIe struknirell eog verwandten Polyeo-Makiolid- 
Andbiodka Natamycin, NystaUn und Amphotericin B sind 
bekannte fungistadscbe bzw. fungizade \^ii>iDdiiDgeD, die in 
der Mecfizin unterschiedlicb dngesetzt weiden. So ist zutn 
Beispiel Amphotericin B ein aus Streptomyces nodosus iso- 
liertes Folyen-Andmykotikum. Chemisch handelt es sich 
um ein makrocydiscbes LactcHi (Makrolid) mit 7 konjugi^- 
ten Doppelbindungen in all-trans-Konfiguration innertialb 
dnes 38-gliedrigen Lactonriags, an weicben fiber cine O- 
glykosidische Bindui^ der Anunozucker D-Mycosamin ge* 
bundenist 

[0003] Amphoteridn B ist amphoter und besitzt Lipof^Ie 
und hydrophilc Rcgionen ira MolekQl, welche cs befahigen, 
mit den in der Cytc^lasmamembran von Pilzen enthaltenen 
Steroleo Komplexe zu bilden, was zu dner Storung derZell- 
penneabilitSt flihrt Da BakterieDmembranen keine Sterole 
enthalten, ist die andbiodscbe ^^rkung von Amphotericin B 
selektiv gegoa Pilze gerichtet. 

[0004] Wegen des bieiteo V^kungs^ktnuns von Am- 
I^DOteridn B gegen praktiscb alle humanpatbog^ieD Pilze ist 
es fUr die systemische Behandlung mykodsdier Infekdonen 
beim Mcnschen das Mud der WahL Amphoteridn B wcist 
einige gravierende Nebenwirkungen bei der intravendsen 
Applikation auf, die tdlweise aiK:b mil sdner geringen Was- 
scrldslichkdt im physiologischen pH-Bereidi und dem da- 
durch bedingten Einsatz yon Losungsvermittlem zusam- 
menhSngt Die Handelspiaparate des Amphotmdn B sind 
desbalb rdadv komplizieit aufgebaut, aucb teilweise teuer 
herzustellen uod weisen deshalb zus&tzlidie Nachteile dies- 
beziiglichcr Art auf. Die WassCT-SchwcrlSslichkeit trifit 
aucb zu fUr die engen StnikturverwandteD Natamydn und 
Nystatin, wekfae deizdt nur als Arzneimittel in topiscben 
Fonnen eingesetzt werdeii. 

[0005] Das zur Infusi<Hi voigesehene Originalprdparat des 
Ami^teridn B von BRISTOL-MYERS SQUIBB Qn 
Deutschland unter der HandeLsbezeicfaDupg "AnqihoteiidD 
B" eihaitlich) liegt zum Beispiel a]s Th)ckensubstanz vor, 
welcbe mit Wasser tekonsdtuieit wetden mufi und tiegt daim 
als mizellaze Dispersion von Amphoteridn B mit Na-De- 
soKycholat vor. Um eine applikadonsfliliigB Infudonsttisung 
zu erfaalten, kann die so eriialtene Stamndosung nur nnt 
elektroly tftden l^SgeriOsungen wie zum Bd^el einer 5%- 
igen Glucoseiasupg bis zur erwflnschteD EodkoDzentrad<m 
veidiinnt werden. Dieses Mparat weist zudem nur dnen ge- 
ringen Therapeutischen Index au^ d. h. das I^ter zwi- 
scben eCEekdver und toxischer Dosis ist sehr sdunaL Dar- 
fib«r hinaus ist» irotz des leladv breiten '^rkungsspekuums 
vcxi Amphoteridn B, dieses BSparat bei bestimmtrai Krank* 
bdtsbildezn wenig effekdv, wdl die ^ricsubstanz den Oit 
der mykodschen Ihfektion nicht oder nur in zu kldnen Kon- 
zentradonen errdcht, so dass Amphotericin B don seine 
cbarakteristische andfungale Wirkung nicht oder nur unzu- 
rdcbeod entfalten kann. 

[OOOtQ Um die Nachtdle des Originatoiprgparates zu 
iiberwinden, wurde eine Reihe von Amphotericin B-PrSpa- 
raten entwickelt, welche lipidfoimulieningen darstelien, 
zum Beispiel lipidkomplexe mit Amphoteridn B, kolloide 
Dispersionen von Cholesterylsulfat mit Amphoteridn B und 



liposomal verpacktes Amphoteridn B. Alle diese Aizndfor- 
men weisen zwar einen grdBeren therapeutischen Index und 
eine h^^here Vntr&glichkdt, insbesondere dne geringere 
Nqihrotoxizitat im Vecgldch mit dner heikdmmlichen Am* 
S pboteiidn B-DesaKycbokt-Formulierung auf, wesbalb sie 
auch in hoheren Dosen verabreicbt werden kdonen, dennoch 
lassen sich bei hohen Dosen die obea beschriebenen Neben- 
wirkungen nicht ganz vermeiden. 

[0007] Bin gcavierender Nacbtdl solcher Upidformulie- 
to ningen von Amphoteridn B ist jedoch in den sehr hohen 
Herstellungskosteo und den damit verisundenen Handels- 
pieisen zu sehen. DarOber binaus mOssoi diese komplizier- 
ten Arzodforroen bis zu ihier applikadonsfeitigen Form 
nach wie vch' in umstandHcber Wdse lekcxistituiert werden. 
1^ Nicht zulctzt wegen dieser Nachteile ist trotz der verfoesser- 
ten tberapeutischeo Breite bei den Lipidformulierungen des 
Ampbotericins B eine bieite Akz^tanz auf dem Markt aus^ 
geblieben. 

[0008] Es wurde nun gefunden, dass gemaB Deutscber Pa- 
20 lentanmeldung 101 29 369.0 wasserl5sliche Amphotericin 
B'Kbnjugate mit Polysacchariden heisteUbar sind, die ne^ 
benwirkungsfreier als das Original sind und eine hohe Was- 
serldslichkeit aufwelsen und zudem kostengiinsdg berstell- 
bar sind. 

25 [0009] Wir haben nun festgestellt, dass zwar rait zuneb- 
mendem Molekulaigewicht des Polysaccharidantdls die 
Wasserioslichkeit der nach DP lOl 29 369.0 hcrgesteUten 
Polysaccbaridderivate des Amphoteridn B stark zunimmt 
und das Ausmafi der NebenwiikuDgen, gemessen als die in 

30 vitro gemessene HMtnolyserate abnimmt, gleicbzddg aber 
die in vitro fiingizide bzw. fungistadscbe Wiricsamkeit rela- 
dv zum Originalpraparat beeintrachugt wird. 
[0010] Bei dnem paimteralen Einsatz von Amphoteridn 
B-Konjugat^ der obigen Form ist diese Abnahme der 

35 AWrksamkeit unpioblemadsch, da nach der intravcnSsen In- 
jdrtion ein durch die Scrum-ct-Amylase verursachter Abbau 
zum Beispiel des Hydroxyethylstariceantdls erfolgt (durch 
Spaltung der a- 1 ,4-glycosidiscben Bindungen der Anhydro- 
gluoosen), so daB die in vivo ^^rksamkdt der Abbaupro- 

40 dukte wieder zunimmt im Veigleicb zu dem Originalprapa- 
rat und damit bd ^^rmddung aUer Nachteile des frden Am- 
l^otericin B vergleichbar ist mit der Wiiksamkeit dieser 
Vnbiodung. 

[OOU] Oberrasdieoderweise haben wir nun festgestellt, 

45 dass Hydnixyethylstarke - An^jhoteridn B-Konjugate nach 
DP 101 29 369.0 (Amphoteridn B-Hesylate) mit einem 
Mblekulatgewicht des HydroxyetfaylstSrkeantdls von < 
80.(XX} Dalton, also unterfaalb der menschlichen herein 
schwelle^ dne hn Veigleich zum underivadsierten Am{d30- 

50 teridn B stark reduzierte in vitio HSmolyserate aufwdst, 
gldcfazeitig eine.nahezu unverSndeite in vitro fungjzide und 
fungistadscbe "V^ukung aufzeigt, die ausrdchend ist, um 
Zell- Oder Gewebekulturen auf bakterieller, pflanzlichei; 
animalischer bzw. bumaner Basis vor eventudlen Xontami- 

55 naticmen durch Pilze zu schiitzen. Der Binsatz von Andmy- 
kotika bei der Zell- und Gewebekulmr ist auch trotz entspre^ 
chender asepdscber Arbeitsweisen oft notwendig. Dabei 
ricbtet sich die Konzoitration der Antimykotika nach dem 
Medium, den Zelltypen bzw. Gewebetypen und der jeweUs 

fiO crmittelten zytotoxischcn Konzenttadon der Antimykodka. 
Es ist nun besonders vorteilhaft, dass die erfindungsgemS- 
8en Konjugate nicht oder nur sdir schwer in die ZeUen pe^ 
netrieien konnen und dass sie weiterhin nicht zytotoxisch 
bzw. hgmolydsch wirken. Sie sind ausreicbend wasserl5s- 

6S lich und kdnnen als Langzeit lagerungsstabile Lyophilisate 
Idcht vor ^>plikadon zu den Zdl- bzw. Gewebekulturen rer 
konstituiert werden. Sie sand physikaliscb-chemisch kompa- 
dbel mit dca g^gigen Zell- bzw. GewebekulUumedieo. Ihre 
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P^nffi^tyJcrmyjintratirOT ricfatet sich, wiB obeo beschriebeo, 
nacb den entspiecbenden RandbedingUDgeo, die zell- bzw. 
gewebdoilturabbSngig etfordedicb sind. 

Patentansprikbe 5 

1. Mittel zur Veiwendiing bei der Zell- oder Gewebe- 
kultur bakterieller, pflanzlichei; ammaliscbo: und 
menschlicher Zellen cxler Gewebe zur ^tektion m5g- 
lidier m^cdscher Kootaininationeii, bestehend aus 10 
wasserldslicben Fdlyeo-Makrolid-Pblysaocbarid- 
jugatea do: allgemdnen Formel 

A-NH-R 
wobei 

A-NH - die Polyen-MakrolidiCBte voo Amphotericin 15 

Nystatin oder Natamydn bedeuten» die Qber ihie 
freie NH2 Gruppe in einer AmidbiDduDg an R konju- 
giert sind und 

R - ein an der reduziercnden Bndgruppe zur Carbon- 
s&ure bzw. Lactoa oxidierter Polysacdiaridtest auf B a- 20 
sis von Strike oder Staikederivaten in AmidbiixluDg an 
die NH2 Gruppra der Polyen-Maktolide bedeutet 

2. Verwoidung wasserl&slicber Polycn-Makiolid-De- 
rivate gemafi Ansprudi 1, wobei R - Hydtoxyethyl- 
stadce bzw. Hydroxyjxopylstaike-I>«ivatB, ihier Star- 25 
kekomponenten Amylopeklin oder Amylose bedeuten, 
deren Moldoilargewicht :S 80.000 Dallon ist. 

3. Verwcndung von wasserl5slichen Amphotericin B- 
DenvateD gemafi Ans^ch 2, wobei R - eine an der 
teiminalen reduziercnden Endgnippe oxidieite Hy- 30 
droxyethylst&rke bedeutet die in Amindbindung zur 
NHa Gruppe des Amphotericin B voriiegt und der Sub- 
stitutioQsgrad MS der HydiDxyethylst^ike zwiscben 
0,1 und 0,8 liegt und das V^haltnis der Substituticm an 
den KoblenstoQatomen 2 und 3 der Anbydrogluoosen 3S 
zwlschen 3 und 15 liegt. 
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